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Diagnostischer und th rapeutischer Einsatz v n Antikorpern gegen den 
Urokinase^Rezeptor 

Beschreibung 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren und einen Reagenzienkit zum Nachweis 
von Zellen in einer biologischen Probe unter Verwendung einer Dop- 
pelfluoreszenztechnik- 
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Der zuverlassige Nachweis von verstreuten Tumorzellen, die aus dem 
soliden Gewebeverband ausgebrochen sind (Mikrometastasen), ist fur die 
Tumordiagnostik^ Laufe der 

vergangenen Jahre wurden deshalb verschiedene Verfahren entwickelt, urn 
soIcKe%ieinze!njen verstreuten Tdmor^ellerii)^ oder 
GewebeprpbentJinachzuweisenr Der* Nachweis*kann*z:B. durch selektive 
Markierung^der^seltenen Zellen mittels immunzytochemiseher, Methoden 
ertolgeja^ wobeMia^ 

Phosphatase eingesetzt werden. Auch Doppelmarkierungstechniken sind 
bekannt. 



^ 4@=Ve r 



^ Natl. Acad. Sci. USA 84 (1987) 



8672-8676) beschreibt den Nachweis von mikrometastatischen Tumorzellen 
in Knochenmark mittels einer Doppelmarkierungstechnik, wobei ein fur 
Zellen*eprdef^ate^ 8-Antik6rper und ein 

Leukoz^yten-Antikorper verwendet^ werden%~ Dabei^werden Alkalische 
Phosphatase und eine radioaktive Ma*kienung§gnuppM<^ 5 l) eingesetzt. Da 
die^Verwendungbradioatetiv.er ManM 

ist, eignet sich diese Methode nicht fur die ktinische Praxis- 
Funk et al. (Int. J. Cancer 65 (1996), 755-761 ) beschr iben den Nachw is 
von Mikrometastasen in Knoch nmark mitt Is einer Doppelmarki rungs- 
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Schritt (a) des erf indungsgema&en Verfahrens umf afct das Bereitstellen ein r 
zu testenden biologischen Probe. Hierzu wird eine Probe dem Pati nten, z.B. 
aus einer Korperflussigkeit wie etwa Blut oder aus einem Gewebe wie etwa 
Knochenmark entnommen. Besonders bevorzugt wird das erfindungsgema&e 
5 Verf ahren zum Nach weis verstreuter Tumorzellen epidermalen Ursprungs im 
Knochenmark verwendet. Dabei kann das Knochenmark aus dem Becken- 
kammknochen entnommen werden. In der Probe werden dann vorzugsweise 
mononukleare Zellen einschlieSIich Tumorzellen angereichert. Diese 
Anreicherung kann nach bekannten Methoden beispielsweise durch 
10 Dichtegradienten-Zentrifugation, z.B. Ficoll, erfolgen, wobei eine Ab- 
trennung von Erythrozyten und Granulozyten stattfindet. 

Die zu testende Probe enthalt vorzugsweise mindestens 10 6 Zellen, um 
einen zuverlassigen Nachweis seltener Zellen zu ermoglichen. Besonders 
15 bevorzugt enthalt die Probe 10 6 bis 10 9 , insbesondere 5x1 0 6 bis 5x1 0 7 
Zellen. 

GemaS Schritt (b) wird die Probe mit mindestens zwei verschiedenen, gegen 
die nachzuweisenden Zellen gerichteten Bindemolekulen in Kontakt 
20 gebracht. Die Bindemolekule sind vorzugsweise Antikorper oder Antikorper- 
fragmente, insbesondere monoklonale Antikorper oder Antikorperfragmente. 
Daruber hihaus koTTnen jedoch^ 

Zellen spezifisch vorhandenen Rezeptoren, z.B. dem uPA-Rezeptor, 
verwendet werden, Beispiele solcher Liganden sind lineare oder/und 
25 zyklische Peptide oder Peptidmimetika, die eine Fluoreszenzmarkierung 
tragen konnen. 

Das Inkontaktbringen der Probe mit den f luoreszenzmarkierten Bindemoleku- 
len erfolgt vorzugsweise nach Fixierung der Zellen auf eine Festphase. Diese 
30 Fixierung kann nach b kannten Methoden, z.B. mit Formaldehyd od r 
Glutardialdehyd, erfolgen. Als Festphase kann beispielsweise in Obj kt- 
trager verwendet werden. 



Sofern erforderlich, konnen die in der zu testenden Probe vorliegende Zellen 
unt r Verwendung eines Detergens, z.B. eines Saponins, permeabilisiert 
werden. Auf diese-Weise konnen die BindemolekOle auch an intrazellular 
lokalisierte Determinanten binden. 

BetnrHSJachweis^on^moreelte^ 

nanten gertchtet, die in der zu testenden Probe nur oder in erhohter 
Konzentration in Tumorzellen, aber nicht oder nur in geringer Konzentration 
in normalen Zellen vorkommen. Vorzugsweise wird als erste Determinante 
eine Struktur aus dem Inneren der Zellen, z.B- ein Cytokeratin, ausgewahlt. 
Cytokeratine sind fur Epithelzellen spezifische Bestandteile des Cytoskeletts 
und werden in mononuklearen Blut- oder Knochenmarkszellen, die 
mesenohymalen Ursprungs sind-, nicht- exprimier*. Die Anwesenheit von 
Cytokeratinen in Zellen, die aus -Blut- und Knochenmark entnommen 
wurden, weistvsomit auf das*Vorhandenseiia*epj hin. 
Beispiele fur geeignete AntHCytokeratin-Antikorper. sind der Antikorper 
A45B/B3 (Micromet GmbH, Munehen, Deutschland) oder der Antikorper 
CK2 (Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim*- Deiutsehland). Wfcitere gegen 
intrazellulare tumorassoziierte Antigene gerichteten Nachweisantikorper sind 
bekannt und kommerziell von verschiedenen Firmen erhaltlich. 

te^wg ite D eterm i n a n te w ir d j /ogu^ ^ 
flache ausgewahlt, z.B. ein membranstandiger Rezeptor. Eine besonders 
bevorzugte tumorspezifische Determinante ist der Urokinaserezeptor (uPAR). 
Der Naehweis'dieses^Rezeptors kann beispielsweise-unter Verwendung von 
Anti-uPAR-Antikorpern wie etwa IID7 und IHF4 0 (Luther*etkal., Am. J. Path. 
1 50 (1 997), 1 231-1 244) erf olgen, Vorzugsweise- werden solehe Anti-uPAR- 
Antikorper ausgewahlt, die'eimemimdesten^^^ 

Tumorzellen-spezifischen uPAR aufweisen, wie fur einen uPAR aus 
"normalen" Zellen. Beispiele fur solche auch Tumorzellen mit hoher Affinitat 
bindende Anti-uPAR-Antikorper sind Antikorper, di das Epitop 52-60 von 
uPAR erkennen wie etwa der bereits oben genannte Antikorper IIIF10. 



Andere Anti-uPAR-Antikorper erk nn n hingegen uPAR auf Tumorzellen 
oftmals nur schlecht. 

Andererseits kann der Nachweis von uPAR auch mit Fluoreszenz-markierten 
5 Rezeptorliganden, z.B. Urokinase, Urokinasefragmenten oder Urokinase- 
Peptiden erfolgen. Derartige Nachweismethoden sind beispielsweise von 
Chucholowski et al. (Fibrinolysis 6, Suppl. 4 (1992), 95-102), Ciccocioppo 
et al. (J. Histochem. Cytochem. 45 (1997), 1307-1313) und Luther et al. 
(Am. J. Pat. 150 (1997), 1231-1242) beschrieben. 

10 

Im erfindungsgemaBen Verfahren werden mindestens zwei verschiedene 
Fluoreszenzmarkierungsgruppen verwendet. Gunstigerweise werden solche 
Fluoreszenzmarkierungsgruppen eingesetzt, die voneinander unterscheidbare 
Emissionsspektren besitzen (z.B. rot/grun). Beispiele fur geeignete 

15 Fluoreszenzfarbstoffe sind Fluorescein und Derivate davon, Phycoerythrin, 
Rhodamin, TRITC-Amine, Texas Red®-Amine, CY3 und CY5 sowie Alexa® 
488 und Alexa® 568 (Molecular Probes). Die Fluoreszenzfarbstoffe konnen 
direkt, z.B. kovalent, mit den primaren, fur die nachzuweisende Zellen 
spezifischen Bindemolekulen konjugiert werden. In diesem Fall spricht man 

20 von einer Direktmarkierung. Andererseits konnen die Fluoreszenzfarbstoffe 
an sekundare Bindemolekule konjugiert werden, we lche ihrerseits gegen die 
primaren Bindemolekule gerichtet sind. In diesem Fall spricht man vbri einer 
Indirektmarkierung. Beide Markierungsmethoden, bzw. Kombinationen 
davon konnen beim erfindungsgemaSen Verfahren verwendet werden. 

25 

Die verschiedenen Bindemolekule konnen mit der Zelle sequenziell oder 
parallel inkubiert werden. Eine parallele Inkubation mit mehreren Bindemole- 
kulen (primare Bindemolekule und gegebenenfalls sekundare Bindemolekule 
bei Indirektmarkierung) fiihrt zu einer erheblichen Zeitersparnis. 

30 

Di Auswertung der Probe erfolgt durch Bestimmung der Fluoreszenz nach 
Anr gung der Fluoreszenzmarkierungsgruppen. Besond rs bevorzugt wird 



hierfur ein konfokales Laser-Scanning-Mikroskop oder ein Fluoreszenzmi- 
kroskop v rwendet, welches eine Auswertung der Probe durch parallele 
oder/und sequenzielle Bestimmung der verschiedenen Fluoreszenzmarkie- 
rungsgruppen errnoglicht. 

13fe^Tfmdmgsg-emaBe-Do 

daruber hinaus eine Charakterisierung der durch Reaktion mit den Bindemo- 
lekiilen als positiv identifizierten Zellen. Diese Charakterisierung kann eine 
ortsspezifische oder/und quantitative Auswertung der Markierung umfassen. 
So kann ein "Scannen" von einzelnen Zellen durch Bestimmung der 
Markierung in mehreren, z.B. 10 bis 50, Schnittebenen durch die Zelle in 
Abstanden von beispielsweise 0,1 bis 1 //m erfolgen. Zusatzlich kann 
anhand einer Standardkurve, die^durch^die^Messung^yon fc Mikropartikeln 
definierter GroBe und definierter Menge an Fluoreszenztarbstoff erstellt 
wui;d&>*£U£lj^ 

reagiereaden, DBtennninanten in dewZeJIe^durchgctfjuhnt *wenden. 



Das erfindungsgennaBe** Verfahmen erlaubfc* die - G^winnung^ wertvoller 
diagnostischer Daten an Tumorpatienten und errnoglicht daher eine sensitiv 
20 Prognosestellung fur den Patienten nach Operation eines Primartumors. 



chtiefctf 



iie Erfindung -etaer 



Zellen in einer biologischen Probe umfassend 

(a) ein erstes, die nachzuweisenden Zellen erkennendes Bindemolekul 
25 und^eine erstfe^ 

(b) ein zweites, die nachzuweisenden Zellen erkennem.des*Binidemolekul 
und eine zweite FIuoreszenz-MarkiePungsgruppe^wobei das.ersteund 
das^zweite^Bin^ 

Markierungsgruppe verschieden sind und 
30 (c) Mitt I zur Fixi rung von Zell n auf iner Festphase. 



Uberraschenderw is wurde festgestellt, daS uPAR-Antikorp r, die gegen 
das Epitop 52-60 von uPAR gerichtet sind, einen uPAR mit iner in 
Tumorzellen vorkommenden Glykostruktur erkennen, d.h. mit mindestens 
vergleichbarer Affinitat an einen von Tumorzellen exprimierten uPAR wie an 
einen von Normalzellen exprimierten uPAR binden. Andere Anti-uPAR- 
AntTkorper z^BT HD1 3Tr7fodd~et al., CD87 workshop panel report. In: 
Kishimoto T. et. al., Hrsg., Leucocyte Typing VI, New York & London, 
Garland Publishing, Inc. 1997; 1016-1020) besitzen hingegen nur eine 
geringe Affinitat fur uPAR aus Tumorzellen, 

Die Erfindung betrifft somit die Verwendung eines Antikorpers oder eines 
antigenbindenden Fragments davon (vorzugsweise eines monoklonalen 
Antikorpers oder eines antigenbindenden Fragments davon), der gegen das 
Epitop 52 bis 60 von uPAR gerichtet ist, zur Herstellung eines gegen uPAR 
auf Tumorzellen gerichteten diagnostischen oder therapeutischen Mittels. 
Derartige Antikorper wie etwa der bekannte monoklonale Antikorper IIIF10 
(Luther et. al. (1 997), supra) oder Antikorper mit aquivalenter Bindespezifi- 
tat, wie etwa chimarisierte oder humanisierte Antikorper oder entspre- 
chende rekombinante oder proteolytische Antikorperfragmente, z.B. 
einzelkettige Antikorper-Fragmente, erkennen einen von Tumorzellen 
exprimierten uPAR mit einer fur diagnostische und therapeutische Zwecke 
ausreichenden Affinitat. 



Weiterhin wurde uberraschend festgestellt, daS derartige Antikorper oder 
Fragmente davon als diagnostisches Mittel zur Prognose des Verlaufs bei 
malignen Erkrankungen, insbesondere bei Tumoren, z.B. Mammakarzino- 
men, eingesetzt werden konnen. In Tumorproben von uber 200 unter- 
suchten Mamakarzinompatientinnen wurde gefunden, dafcdie Bindung des 
Antikorpers IIIF10 oder eines entsprechenden Antikorpers mit aquivalenter 
Bindefahigkeit eine signifikante prognostische Relevanz fur d n Krankheits- 
verlauf, d.h. Rezidivfreiheit bzw. Versterben aufweist. Dabei bed uten hohe 
Antigenwerte eine kurz re R zidivfreiheit bzw. fruheres Versterben. Mit 



Antikorpern, die gegen andere Regionen von uPAR gerichtet sind, konnte 
eine derartige prognostische Signifikanz nicht gefunden werden. 
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Aufgr.und der hohen Affinitat zu Turnor-uPAR eignem»sich diese Antikorper 
oder Fragmente davon auch als diagnostische MitteUeum Nachweis.von 
Tumorzellen in einei*biologisehen Probem, insbesondere ^zum Naehweis von 
verstreuten Tumorzellen in Knochenmark. Derartige Nachweisverfahren 
konnen beispielsweise als ELISA oder als - zuvor im Detail erlautertes - 
Doppelfluoreszenz-Nachweisverfahren durchgefuhrt werden. 

Daruberhinaus sind Antikorper, die gegen das Epitop 52 bis 60 von uPAR 
gerichtet sind, oder deren Fragmente zur Herstellung eines therapeutischen 
Mittels geeignet, welches beispielsweise*eine»selekti ve-Funktionsblockierung 
bei Tumorzellen bewirken kann. Daruberhinaus konnen die-Antikorper oder 
derertaliragjj&emtei^ Gruppe 
zur W<schstumshemmungtsodjer*ABt^ 

werden..~.Beispiele fur- geeignete^GytOtoxisGhe^Gfiuppen^sind radioaktive 
Gruppen,ToxineundZellwaGhstumsinhibitoren. Furth'epapeutische Zweck 
werden vorzugsweise chimare Antikorper mit humanisierten konstanten 
Domanen eingesetzt, deren Herstellung beispielsweise in EP-B-0 1 20 694 
beschrieben ist. 
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Noch ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind rekombinante Nu- 
kleinsauren, die fur ein Polypeptid mit Antikorpereigenschaften kodieren und 
die«CDR3-VH-Sequenzoder,/und-die-CDR3-VL-Sequenz des^Antikorpers 
MPtO umf assen. Die GDR3-Region der-VH-cDNAtist in SEQ4D,N© : . 1 12 von 
Nukleotid 295 bis 321 (entsprechend Aminosa^ne'-99l»bi's«t07) dargestellt. 
Di^eDR3-Regi©n der VUc©,^ bis 
291 (Aminosaure 89 bis 97) dargestellt. Weiterhin enthalten die Nu- 
kleinsauren vorzugsweise die fur die CDR1 - und/oder CDR2-Regionen kodie- 
renden Abschnitt der VH- oder/und VL-cDNA. Die Sequenz n fur die 
CDR1-VH-Region sind in SEQ ID NO. 1/2 von Nukleotid 91 bis 105 
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(entspr chend Aminosaure 31 bis 35, d.h. SYDIN) angegeben. In SEQ ID 
NO. 3/4 reicht die CDR1 -Region der VL-cDNA von Nukleotid 70 bis 102 
(entsprechend Aminosaure 24 bis 34, d.h. KAS...TVA). Die CDR2-Region 
der VH-cDNA reicht von Nukleotid 1 48 bis 1 98 (Aminosaure 50 bis 66, d.h. 
5 WIF...FKD) in SEQ ID NO. 1/2. Die CDR2-Region der VL-cDNA reicht von 
Nukleotid 148 bis 168 (entsprechend Aminosaure 50 bis 56, d.h. 
LASNRHT) in SEQ ID NO. 3/4. 

Die Erfindung betrifft somit insbesondere rekombinante Nukleinsauren, die 
10 fur ein Polypeptid mit Antikorpereigenschaften kodieren, umfassend 

(a) eine CDR3-VH-Sequenz kodierend fur die Aminosauresequenz (t): 

DGSMGGFDY 
oder/und 

(b) eine CDR-3-VL-Sequenz kodierend fur die Aminosauresequenz (II): 
is LQHWNYPYT 

Weiterhin betrifft die Erfindung rekombinante Polypeptide mit Antikorper- 
eigenschaften umfassend 

(a) eine CDR3-VH-Aminosauresequenz (I): 
20 DGSMGGFDY 

n dftr/ iinri— ^ = 

(b) eine CDR-3-VL-Aminosauresequenz (II): 

LQHWNYPYT 

25 Die rekombinanten Nukleinsauren und Polypeptide enthalten vorzugsweise 
die CDR3-Regionen sowohl der VH- als auch der VL-Sequenz. Besonders 
bevorzugt sind die rekombinanten Polypeptide einzelkettige Antikorper, z.B. 
scFv-Antikorperfragmente. Bei den rekombinanten Polypeptiden sind die 
nicht unmittelbar fur die Antigenbindung verantwortlich n Framework- 

30 Domanen vorzugsweise durch entsprechend humane Sequenzen ersetzt, 
so daB humanisiert Antikorp rfragmente entsteh n. Die rfindungs- 
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gemafcen rekombinanten Polypeptide konnen mit Effektorgruppen, d.h. 
cytotoxischen Gruppen fur therapeutische Zwecke oder/und Nachweis- 
grupperufur ein Tumorimagipg gekoppelt sein. 

Weiterhin wird die Erfindung durch die nachfolgenden* Abbildungentund 
Beispiele erlautert. Es zeigen: 

Abbildung 1 : Eine schematische Darstellung des "Scannens" einer 



Zelle im Lasermikroskop. 

a) Von einer ca. 15 //m groBen Tumorzelle werden ins- 
gesamt 30 Serienschnitte im Abstand von jeweils 0,5 
//m angelegt. 

b) - Die MessungdewFleroreszenz wird^in jeder Schnitteben 

durchgefuhrt und-dann alle Fluoreszenzwerte addiert. 

c) Anljand^in.emStao.dajKdk^ mit 
definierter^luorochrommenge) erfolgtjeine Berechnung 
der Gesamtfltforeszenz. 



dur, bei der eine ca. 1 2 //m grolSe Mammakarzinomzelle 
(ZR75) in Schnittebenen von jeweils 0,5 //m Abstand 
vermfcssen»wurd©^ 
b) Es 1st eine^extended focusiVAufiifahimeigez«gti bei der 
die Gesa™tintensitat*des*ge^aTOten»S^ns-(a)^au^ ein 
einz*ige«3ildebem§*p^ 
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Abbildung 2: 



das Ergebnis der Fluoreszenzanfarbung einer Tumorzelle 
mit dem Anti-Cytokeratin-Antikdrper A45 B/B3 und 
Alexa 488 als Fluoreszenzfarbstoff. 



^ ) B ie^Hdseqt^nz^etg^4^4jfnahmen- ei n e r Scanproze= 



30 Abbildung 3: 



das Ergebnis einer indirekten Fluoreszenzanfarbung mit 
A45B/B3 als Primarantikorp r und in m mit Al xa 488 
konjugierten Sekundarantikorp r (V rgroSerung x63), 



a) 
b) 



5 Abbildung 4: 



a) 
b) 



Abbildung 5: 



a) 
b) 



Transmissionsbild 

eine Cytokeratin-positive Zelle im Knochenmarkausstrich 
einer Patientin mit Mammakarzinom. 

das Ergebnis einer direkten Fluoreszenzanfarbung mit 
einem Kbhjugat~des~"Antk6rpers" A45B/B3 und dem 
Fluoreszenzfarbstoff Alexa 488 (VergroBerung x63), 
Transmissionsbild 

Cytokeratinnachweis in einer Mischpraparation aus 
MCF7-Tumorzellen und peripheren Blutlymphozyten 
(1:20) 

das Ergebnis einer direkten Fluoreszenzanfarbung mit 
einem Konjugat des Anti uPAR-Antikorpers IIIF10 und 
dem Fluoreszenzfarbstoff Alexa 568 (VergroSerung 
x63), 

Transmissionsbild 

uPA-Rezeptornachweis in einer Mischpraparation aus 
MCF 7-Tumorzellen und peripheren Blutlymphozyten 
(1:20) 



tfastSgetmi^TTOf^ 
mit den Konjugaten A45 B/B3-Alexa 488 {Anti-Cytoke- 
ratin) und IIIFIO-Alexa 568 (Anti-uPAR), 
Transmissionsbild 
Cytokeratinnachweis 
uPA-Rezeptornachweis 




Abbildung 7: 

30 

a) 



das Ergebnis der Vermessung einer Tumorzelle im 
Knochenmark (VergroBerung x 63), 
Transmissionsbild (Nomarski-Optik) 
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b) 
O 



Abbildung 8: 



a) 
b) 



Reaktion der Zelle mit einem Konjugat aus Alexa 488 
und einem Anti-Cytokeratinantikorper 
Reaktion der Zelle mit einem Konjugat aus Alexa 568 
und einem uPAR-Antikdrper. Der Zellkern ist nicht 
gefarbt. Die Reaktion des Anti-uPAR-Antikorpers 
beschrankt-sich hauptsachlich auf die^Zellmembran. 
Rechts unten ist eine uPAR-positive Knochenmarkszelle, 
welche negativ fur Cytokeratin ist, dargestellt. Alle 
anderen Zellen sind uPAR-negativ. 

den EinfluB von uPA auf die uPAR Bestimmung 

das UPA/uPAR-Verhaltnis in Tumorextrakten von 599 
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die Bestimmung von u PAR in Gegenwart unterschiedli- 
c her-tu PA^Meng^m. 



Abbildung^: 
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a) 



den uPAR-Antigengehalt* in versehiedenen Zellen 
bestimmt pdufiehruntersehiedlieheJi'stvverfahren: 
IIIF10/HU277 schwarz, HD1 3.1 /HU277: dunkelgrau f 
ADI hellgrau 
normale Zellen 

^u t di tterenz i erte 1 u mor z e ll en — —~ 



c) 



schlecht differenzierte Tumorzellen 



25 Abbildung $1 0 
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die^prognostisehe^Belevamz-des^uPAR-Antigengehalts 
bestimmt durch untersehiedlic^ 203 
Mammakarzinompatientinnen* 

a) * ummmmm*** 

b) HD13.1/HU277 

c) ADI 
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Abbildung 1 1 : 



die dosisabhangige Inhibierung des Tumorwachstums 
von humanem Brustkrebs in Nacktmausen bei Verabrei- 
chung des Antikorpers IIIF10. 
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Abbildung 12: 



die Bindung von scFv IIIF10 an immobilisierte Antigene. 



Abbildung 13: 



die Hemmung der Bindung von IIIF10 (monoklonaler 
Antikorper/moab und scFv) an uPAR durch Peptide. 



SEQ IN NO 1/2: die Nukleotidsequenz der fur die VH-Kette von IIIF10 

VH kodierenden cDNA und die korrespondierende 
Aminosauresequenz. 

SEQ ID NO 3/4: die Nukleotidsequenz der fur die VL-Kette von IIIF10 

kodierenden cDNA und die korrespondierende Amino- 
sauresequenz. 

Beispiele 

1 . Doppelfluoreszenzbestimmung von Tumorzellen 
1.1 Material 

Der monoklonale Maus-Antikorper A45B/B3 (Kaspar et al., Eur. J. Cancer 
Clin. Oncol 23, (1987), 137-147) ist gegen die Cytokeratin-Filamente 8, 18 
und 19 (CK 8,18,19) gerichtet. Dieser Antikorper wurde mit dem Fluoro- 
chrom ALEXA 488 von Molecular Probes direktkonjugiert. Der uPA-Rezeptor 
wird vom monoklonalen Maus-Antikorper IIIF1 0 (Luther et al. (1 997), supra) 
(Epitop 52 bis 60) spezifisch detektiert. Als weitere uPA-Rezeptor-Antikor- 
per steh n die monoklonalen Antikorper HD 13.1 und II D7 (Luther et. al. 
(1997), supra) (Epitop 125 bis 132), sowie der polyklonale Kaninchen- 
antikorper #399R (Stahl et. al., Cancer Res. 54 (1 994), 3066-3071 ) und der 
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HOhnerantikorper HU277 (Magdolen et al.. Electrophoresis 1 6 (1 995), 81 3- 
81 6) zur Verf ugung. Alle monoklonalen Antikorper gegen den uPA-Rezeptor 
wur.dem*mit*der^ s Fluor i es-zepiz,f-anbstof f ALEXA® 568 direktkpnjMfliert. 
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Tabelle 1 Verwendete direktkonjugierte Antikorper- 



Monokiona- 
ler 

Antikorper 


Antigen 


Direktkon- 
jugiert mit 


Anregungs- 
bereich im 
CLSM* 


Hersteller 


mAb II D 7 
(Maus) 


..DAD 

urAR, 
Domane 2 


ALtAA odo 
(™Molecu- 
lar Probes) 


O UO 1 11 1 1 


Patholoaie 
Dresden und 
Frauenklinik 

Munchen 


mAb III F 10 

V- 


uPAR, Do- 
, ^ roene 1 


ALEX A 568 
{™Molecu- 
laN°n3bes)a& 


568 nm 


Pathologie 
Dresden und 
Frauenklinik 

Munchen 


^ mAbiMD^r 
$: 13:1- 
(Maus) 


uF^AR^Dob 
ma0f^2 + 3H 


AfcEJgA 56% 
|(^^ai^Ji» 
*laffiiPfbbes]j l i? 


& 568fnm&* 


Immunologic 
Heidelberg 


% mAb A45 v 
B/B 3 (Maus) 


Cytokeratinr* 
8/9/1 8 


^I*E^488^ 
{ T ^Mblecu^^ 
lan»Proibes)^ 


488*nm» 


Micromet 
Munchen 













(*CLSM = konfokales Laser-Scanning-Mikroskop) 



jJCnocnenmarkpraparal 
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Im Operationssaal wird eine Jamshidi-Punktion durchgefuhrt. Beiderseits 
werdea jeweils *4-6 ml Knochenmark aus den Beckenkammknochen 
entnommen. Die - Anreicherung- ider Tu*roor«ellen^ in >*,deri* Fraktion der 
mononuklearen Zellen erfolg% utter*. einen^Ficollgriadienteni^ 8 bis 1 2 
Cytospins*g Q&Zelle^^ Nach 
Lufttrocknung werden die Praparate fixiert und permeabilisiert. 



30 
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1 .3 Fixierung und P rmeabilisi rung 



1 . Fixieren in 4% Paraformaldehyd (PFA) fur 30 min. 

2. Dreimal in Phosphat-gepufferter Salzlosung/Rinderserumalbumin 
(PBS/BSA) 1 % waschen. 

3 . PerrT^biIisier^ln~07025 % '~ 

4. Dreimal in PBS/BSA 1 % waschen. 



1 .4 Doppelmarkierung von Cytokeratin und uPA-Rezeptor 

10 

1 .4.1 Indirekte Methode 

1. Inkubation uber Nacht mit dem Primar-Maus-Antikorper 
A 45 B/B3 (Endkonzentration 0,004 mg/ml) in PBS/BSA 1 % 
verdunnt. 

15 2. Dreimal in PBS/BSA 1% waschen. 

3. Inkubation mit dem zweiten in PBS/BSA 1% verdiinnten 
Primar-Kaninchen-Antikorper #399 R (Endkonzentration 0,05 
mg/ml) fur 2 Stunden. 

4. Dreimal in PBS/BSA 1 % waschen 

20 5. Sekundarantikorper Ziege-Anti-Maus-Alexa 488 (Endkonzen- 

tration 0,02 mg/ml) PBS/BSA 1 % verdunnt, Inkubationszeit 30 
mm ~~ 

6. Dreimal in PBS/BSA 1 % waschen 

7. Sekundarantikorper Ziege-Anti-Kaninchen-Alexa 568 (Endkon- 
25 zentration 0,02 mg/ml) PBS/BSA 1 % verdunnt, Inkubationszeit 

30 min 

8. Dreimal in PBS/BSA 1 % waschen 

9. Eindeckeln mit 5 //I PBS/BSA 1 % und mikroskopieren 



1 .4.2 Direkte Method 

1 . Inkubation fur 1 Stunde mit dem Antikorper A 45 B/B3-Alexa 
488 (Endkonzentration 0,0014 mg/rril) in PBS/BSA 1% 
verdunnt. 

s 2. Dreimal in PBS/BSA 1 % waschen. 

_ 3 Inkubation- Qber-1 Stunde-imit-demeAntikorperiJII F 10-Alexa 

568 (Endkonzentraion 0,003 mg/ml) in PBS/BSA 1 % verdunnt. 

4. Dreimal in PBS/BSA 1 % waschen. 

5. Eindeckeln mit 5 //I PBS/BSA 1% und mikroskopieren. 

10 

1.5 Quantifizierung 



Diemit-derii^fluoreszierendem^^ im 
konf okalen-kaser-ScanningrMikroskop bei einemAhregujiigsbereieh von 488 

nm;bzw.,56;8*nm si<^tbjai^P«a^^ 

d.h.>duRch3DUrchschi^ in 20 

bis^SOlSc-hnittebem^ die 
SuiTOme«dieserdvTessungen»wird«e^ die 
durch die Messung von Latexbeads mit einer definierten Menge an 
Fluoreszenzfarbstoff zuvor erstellt wurde, ist eine Quantifizierung der 
Antigene, die mit dem Antikorper reagiert haben, in der Tumorzelle moglich. 



In Abbildung 1 ist das Prinzip der zur Lokalisierung und Quantifizierung der 
Fluoreszenzmarkierung verwendeten Scanning-Prozedur graphisch 
dar§e>teilt^Die*AbbilduJngeni2 bis^Z zeig'e.n»beispielhiafte.Engeiinisse fur die 
praktisGhe Anwendung des erfindiungsgejtfiaB^^ 

2. TuniorspezifitSMdeswmonoklonalen*AnitiltfS 



Es wurden zwei verschi dene ELISA-Systeme fur den Nachweis von uPAR- 
Antigen entwick It: 
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1 ) Fangerantikorper: polyklonaler Huhnerantikorp r HU277 (Magdol n 

t al. (1995), supra); Nachweisantikorper: Monoklonaler Antikorper 
IIIF10 (Luther et al. (1997), supra) 

2) Fangerantikorper: polyklonaler Huhnerantikdrper HU277; monoklona- 
ler Antikorper HD13.1 (Todd et al.(1997), supra). 

Diese ELISA-Systeme wurden mit einem kommerziell erhaltlichen ELISA 
(ADD fur uPAR (American Diagnostics Inc. Greenwich, CT, USA) verglichen. 

Die getesteten ELISA-Systeme wurden mit rekombinantem, in CHO-Zellen 
exprimierten, affinitatsgereinigten humanen uPAR (rec-uPAR) aufeinander 
eingestellt. Alle drei ELISA-Systeme zeigten gegenuber rec-uPAR eine 
vergleichbare Linearitat und Sensitivitat. 

In fortfuhrenden Untersuchungen konnte gezeigt werden, daB der tatsach- 
liche uPAR-Antigengehalt auf Zellen auch in Anwesenheit eines bis zu 
sechsfachen Uberschusses von uPAR bestimmt werden kann. Die Wieder- 
findung war > 95% im Falle des IIIF10/HU277- und des HD13.1/HU277- 
Tests sowie > 80% im Falle des ADI-Tests. Das uPA/uPAR-Verhaltnis in 
599 analysierten Tumorextrakten ist typischerweise in 95% der Falle < 3 
(Tests mit ADI-UPA- und ADI-uPAR-ELISA). Diese Ergebnisse sind in 
Abbildung 8 gezeigt. 

AnschlieBend wurden uPAR-Antigengehalte in Lysaten verschiedener 
Zelltypen bestimmt. Hier zeigte sich, daB die uPAR-Antigenbestimmung in 
nichtmalignen Zellen (z.B. Keratinozyten IHaCaT], Endothelzellen aus der 
Nabelschnur [HUVEC], epithelialen Zellen an der Mamma [HMEC]) vergleich- 
bare Resultate mit alien drei ELISA-Systemen erbrachte. Bei Tumorzellinien 
ergab sich hingegen ein deutlich anderes Bild. In gut differenzierten 
Mamma karzinomz lien erkannte lediglich der IIIF10/HU277 ELISA signifi- 
kante Mengen an Tumor-assoziiertem uPAR, wahrend in schlecht differen- 
zierten Mammakarzinomzellinien der IIIF10/HU277- und der ADI-ELISA 
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vergl ichbare Werte ergaben. Der HD1 3. 1 /HU277-ELISA detektierte sowohl 
bei gut als auch bei schlechtdifferenzierten Karzinomzellen zuwenig uPAR. 
Die Daten sind in Abbildung 9 gezeigt. 

3. Prognostische Relevanz des monoklonalen Antik6rpers*IIIF*T0 

In einer klinischen Studie wurde der uPAR-Antigengehalt mit alien drei in 
Beispiel 2 beschriebenen EUSA-Systemen in Tumorproben von Ober 200 
Mammakarzinompatientinnen bestimmt. Hier zeigte sich, daS die mit dem 
IIIF10/HU277-ELISA gemessenen Antigenwerte eine signifikante progno- 
stische Relevanz fur den Krankheitsverlauf, d.h. fur Rezidivfreiheit bzw. 
Versterben aufweisen. Mit den beiden anderen ELISA-Systemen konnte eine 
derartige^progmostisch^ sind in 

Abbildung 1 0 gezeigt. 

4. aln tvivoj*Wirjkung^ 
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4 bis 6 WochemMalten*Baflb/G/3W rechten Flanke 

6x1 0 6 humane Brustkrebszellen MDA-MB231 {Price et al.. Cancer Res. 50 
(1990), 717-721) in einem Gesamtvolumen von 300 jj\ injiziert. Vor der 
Injektion wurden die Krebszellen mit jeweils 200 //g des murinen monoklo- 
^tenAntikftrpftr^ IMF1 0 in PR£ f pH 7.4.vermischt. Anschlie&end wurden die 
Mause alle drei Tage mit monoklonalen Antikorper IHF1 0 in einer Dosis von 
2 mg/kg Korpergewicht bzw. 10 mg/kg Korpergewicht intraperitoneal in 
einem4njektionsvoIumen-von 300 /yl behandelt. Das Volumen der in den 
Mausen auftretenden Primartum©ren^in*em 3 wunde^nachKvier«W0Ghen*durch 
Messung dep beiden groSten Durchmesser dep-Tarnoren^bestimmt. Den 
Kontrollmaus.enmwurde.RBS aus 
sechs Mausen. 

Die Erg bnisse sind in Abb. 11 gezeigt. Es ist zu erkennen, daR die 
Verabreichung des Antikorpers das Wachstum von Primartumoren stark 
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verringerte. Die Inhibition des Wachstums war bei einer V rabreichung von 
1 0 mg/kg Korperg wicht noch deutlicher als bei einer Verbreichung in einer 
Dosis von 2 mg/kg Korpergewicht ausgepragt. 

5 5. Herstellung von rekombinantem monoklonalem Antikorper IIIF10 
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mRNA von IIIF10 produzierenden Hybridomzellen wurde angereichert und 
in cDNA umgeschrieben. Die fur die variablen Regionen der schweren (VH) 
und leichten (VL) Kette kodierenden cDNA-Fragmente wurden durch RT-PCR 
unter Verwendung genspezifischer Primer amplifiziert. Die VH- und VL- 
Gensegmente wurden in einen Phagemid-Vektor kloniert, um die Expression 
der variablen Regionen als einzelkettiger Antikorper (scFv) zu ermoglichen. 
Die scFv-Molekule wurden durch Phagendisplay an der Oberflache 
filamentdser Phagen als Fusionsprotein mit dem kleinen Phagenhullprotein 
pill prasentiert. Phagen, die eine funktionelle Expression von scFv-FIIMO 
zeigten, wurden durch spezifische Bindung von uPAR selektiert. Die 
selektierten Phagen wurden zur Infektion von E.coli Zellea verwendet, was 
die Produktion und Sekretion von loslichen scFv-Molekulen in das Kulturme- 
dium ermoglichte. Abbildung 1 2 zeigt die Bindung des scFv-Uberstands an 
einen auf einer Festphase immobilisierten uPAR. Die Bindefahigkeit der 
Antikorper scFv-Anti-X und scFv-Anti-Y wurde zu Kontrollzwecken 



mitgefuhrt. 
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Um die Bindespezifitat weiter zu testen, wurden Peptide eingesetzt, die zur 
Kartierung des Epitops des Antikorpers IIIF10 verwendet worden waren 
(Luther et al., J. Pathol 150 (1997), 1231-1244). Wie aus Abbildung 13 
ersichtlich ist, kann nur ein Peptid, dessen Sequenz das vollstandige IIIF10 
Epitop auf uPAR (51 -65) umfa&t, die Bindung des monoklonalen Antikorpers 
und von scFvlllF10 an uPAR zu verhindern, Ein anderes Peptid mit einem 
unvollstandigen Sequenzepitop (48 bis 59) ist um inen Faktor >100 
wenig r wirksam. Keines der Peptide kann di Bindung eines Kontrollanti- 
korpers scFv-Anti-X an sein Zielprotein X verhindern. 
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Die Nukleotidsequenz der VH-cDNA und die korrespondierende Aminosau- 
resequenz sind in SEQ ID NO. 1/2 dargestellt. Die Nukleotidsequenz der VL- 
cDNA J .und„die„korresp.Qndierende Aminosauresequenz sind in SEQ ID NO. 
3/4. dargestellt. 



SEQUENZPROTOKOLL 



<110> Wilex Biotechnology GmbH 

<120> Diagnostischer und therapeutischer Einsatz von 
Antikorpern gegen den Urokinase-Rezeptor 

<130> 19116PEP 



<140> 
<141> 

<160> 2 

<170> Patent In Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 354 
<212> DNA 

<213> Ktinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der ktinstlichen Sequenz: 
Phagensequenz 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (354) 

<400> 1 

cag gtg caa ctg cag cag tea gga cct gag ttg gtg aag cct ggg get 4 8 
Gin Val Gin Leu Gin Gin Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala 
I S 1" 

tta gtg aag ata tec tgc aag get tct ggt tac agt ttc aca age tac 96 
Leu Val Lys lie Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Phe Thr Ser Tyr 
20 25 30 

gat ata aat tgg gtg aag egg agg cct gga cag gga ctt gag tgg att 144 
Asp lie Asn Trp Val Lys Arg Arg Pro Gly Gin Gly Leu Glu Trp He 
35 40 45 

gga tgg att ttt cct gga gat ggt agt acc aat tac aat gag aaa ttc 192 
Gly Trp He Phe Pro Gly Asp Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe 
50 55 60 

aag gac aag gec aca ctg act get gac aaa tec tec age aca gee tac 240 
Lys Asp Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr 



65 



70 



75 



80 



atg cag etc aac age ctg act tct gag aac tct gca gtc tat ttc tgt 288 
Met Gin Leu Asn Ser Leu Thr Ser Glu Asn Ser Ala Val Tyr Phe Cys 
85 90 95 

gca aga gat gga agt atg ggg ggg ttt gae tac tgg ggc caa ggg acc 336 
Ala Arg Asp Gly Ser Met Gly Gly Phe Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr 
100 105 HO 



acg gtc acc gtc tec tea 
Thr Val Thr Val Ser Ser 
115 



354 



<210> 2 
<211> 118 
<212> PRT 

<213> Kiinstliche Sequenz 

<22 3>;!BesGhEei«bungffldeE«» karaatliphen^Sequenz*:* 
Phagensequenz - 

<400is.,2 x 

Gin Val - Gln*Leu*,Gln Gin Ser Gly *fcfepGrjr«.eiJ*. Val* Ly* .PrSfciGly^Ala . 
1 5 10 I 5 

Leu Val Lys- He Ser Cys Lys -Ala- Ser. Gly Tyr^Ser .Phe^Th*. Ser Tyr 
20 25m 30 

Asp He Asn Trp Val Lys Arg Arg Pro Gly Gin Gly Leu Glu Trp He 
35 40 45 



Gly Trp He Phe Pro Gly Asp Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe 

55 b 0 



50 



Lys Asp Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr 
65 70 75 80 

Met Gin Leu Asn Ser Leu Thr Ser Glu Asn Ser Ala Val Tyr*»Phe*Cys • 
85 90 95 

Ala Arg*Asp*Gly-Ser .Met— Gly Gl.y, Pte*Asp^yx ^tp«Gl^lM*G^ Thr 
100 105 HO 



Thr Val Thr Val Ser Ser 
115 



<210> 3 
<211> 324 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 



<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (324) 



<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: 
Phagensequenz 



<400> 3 

gat gtt ttg atg acc caa act cca aaa ttc atg tec aca tea gta gga 

Asp Val Leu Met Thr Gin Thr Pro Lys Phe Met Ser Thr Ser Val Gly 
15 10 15 

gac agg gtc age ate acc tgc aag gee agt cag aat gtt cgt act act 
Asp Arg Val Ser He Thr Cys Lys Ala Ser Gin Asn Val Arg Thr Thr 
20 25 30 

gta gee tgg tat caa gag aaa cca ggg cag tct cct aaa gca ctg att 
Val Ala Trp Tyr Gin Glu Lys Pro Gly Gin Ser Pro Lys Ala Leu He 
35 40 45 



48 



96 



144 



tac ttg gca tec aac egg cac act gga gtc cct gat cgc ttc aca ggc 
Tyr Leu Ala Ser Asn Arg His Thr Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly 
50 55 60 



192 



agt gga tct gga aca gat ttc act etc acc att age aat gtg caa tct 

-Scr-Gl y -Sefe-Gl y - Thr .. Asp ^ Phe T hr ^ L e u _,Thr ,T 1 p„Sptl fisn V aJ „ Sln_gejc^ 
65 70 75 



80 



240 



gaa gac ctg gca gat tat ttc tgt ctg caa cat tgg aat tat ccg tac 288 
Glu Asp Leu Ala Asp Tyr Phe Cys Leu Gin His Trp Asn Tyr Pro Tyr 
85 90 95 



acg ttc gga ggg ggc acc aag ctg gaa ate aaa egg 324 
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu He Lys Arg 
100 105 



<210> 4 
<211> 108 
<212> PRT 

<213> Kiinstliche Sequenz 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: 



-25- 

Phagensequenz 
<400> 4 

Asp Val Leu Met Thr Gin Thr Pro Lys Phe Met Ser Thr Ser Val Gly 
15 10 15 

Asp Arg Val Ser He Thr Cys Lys Ala Ser Gin Asn Val Arg Thr<*.Thr 
20 25 30 

Val Ala Trp Tyr Gin Glu Lys Pro Gly Gin Ser Pro Lys Ala Leu He 
35 40 45 

Tyr Leu Ala Ser Asn Arg His Thr Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly 
50 55 60 

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr He Ser Asn Val Gin Ser 
65 70 75 80 

Glu- Aspj»;Leu. Ala Asp>Tyr^PhaiGys--Lem i Gln His^Trp.AsiWTyr Pre, . Tyr 
85*- 90*: 95 



Thr Phe-Gly. .Gly^Gty, ? Th^Lyg^eu*»GliJ^lT^Lys^Arrg. , 
10038 105*fr 



-26- 
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Anspruche 



10 



Verfahren zum Nachweis von Zellen in einer biologischen Probe 
umfassend die Schritte: 

7a) Bereitstellen einer zu testenden Probe, 

(b) Inkontaktbringen der Probe mit mindestens zwei verschiede- 
nen, die nachzuweisenden Zellen erkennenden Bindemole- 
kulen, wobei die Bindemolekule mit jeweils verschiedenen 
Fluoreszenzfarbstoffen markiert werden, und 

(c) Bestimmen der Fluoreszenzmarkierungen in der auf einer 
Festphase fixierten Probe. 



15 



Verfahren nach Anspruch 1 , 

dadurch gekennzeichnet, 

daB man Tumorzellen nachweist. 



20 



Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der Nachweis in einer Knochenmarksprobe erfolgt. 



25 



4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, - -— 

dadurch gekennzeichnet, 

daB man als zellspezifische Bindemolekule Antikorper oder Antikor- 
perfragmente oder/und Rezeptorliganden verwendet. 



30 



Verfahren nach einem der Anspruche 2 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man ein erstes Cytokeratin-spezifisches Bindemolekul und ein 
zweit s Urokinaserezeptor-sp zifisch s Bindemolekul verwendet. 



6. 



Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5 # 
dadurch g kennzeichnet, 

daB die Bindemolekule indirekt markiert werden. 



7. Verfahren nach einem der Ansprche 1 bis 5, 
dadur^h^geke^nzeichnet^ 



daS die Bindemolekule direkt markiert werden. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, 
10 dadurch gekennzeichnet, 

daBdie Auswertung der Probe durch ein konfokales Laser-Scanning- 
Mikroskop oder durch ein Fluoreszenzmikroskop erfolgt. 



15 



Verfahren. nach einem der^Anspru.ohe 1 bis^S/ 6 
dadurch gekennzeichnet-; & 

da&die Auswertung der Probe^du^ sequentielle 
Bestimmung^der Fluoreszenz^der^erschiedenemMatikierungsgruppen 

erfolgt-; 



20 



10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, weiterhin umfassend 
eine Charakterisierung von durch Reaktion mit den Bindemolekulen 

ident&izijg 



25 



1 1 . Verfahren nach Anspruche 10, 
dadurch gekennzeichnet 
daG die Charakterisierung eine^ortsspezifis^h 
Bestimmung* der Fluoreszenzmankienung^umfaSt^ 



12. Reagenzienkit zum Nachweis von Zellen in einer biologischen Probe 
30 umfassend 

(a) ein rst s, di nachzuweis nden Z II n erk nnendes Bindemo- 
I kul und eine erste Fluor sz nz-Markierungsgrupp , 



(b) ein zweites, die nachzuw isenden Zellen erkennendes Binde- 
molekul und eine zweite Fluoreszenz-Markierungsgruppe, 
wobei das erste und das zweite Bindemolekul und die erste 
und die zweite Fluoreszenz-Markierungsgruppe verschieden 
sind und 



(c) 



Mittel zur Fixierung von Zellen auf einer Festphase. 



10 



15 



1 3. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 1 1 oder 
des Reagenzienkits nach Anspruch 1 2 zum Nachweis von Mikrometa- 
sen in biologischen Proben. 

14. Verwendung eines Antikorpers, der gegen das Epitop 52-60 des 
Urokinaserezeptors (uPAR) gerichtetist, oder eines antigenbindenden 
Fragments davon zur Herstellung eines gegen uPAR auf Tumorzellen 
gerichteten diagnostischen oder therapeutischen Mittels. 

15. Verwendung nach Anspruch 14 als diagnostisches Mittel zur 
Prognose des Verlaufs bei malignen Erkrankungen. 



20 16. Verwendung nach Anspruch 14 als diagnostisches Mittel zum 
Nachweis von Tumorzellen in einer biologischen Probe. 



25 



17. Verwendung nach Anspruch 16 zum Nachweis von verstreuten 
Tumorzellen in Knochenmark. 

18. Verwendung nach einem der Anspruche 15 bis 17 in einem EUSA. 



1 9. Verwendung nach einem der Anspruche 1 5 bis 1 7 in einem Doppel- 
fluoreszenz-Nachweisverfahren. 



30 

20. 



Verwendung nach Anspruch 14 als therapeutisch s Mittel zur 
Funktionsblockierung bei Tumorzellen. 



-29- 

21. Verwendung nach Anspruch 14 in Form eines Konjugats mit ein r 
cytotoxischen Gruppe zur Wachstumshemmung oder Abtotung von 

Turo.QKzell.en...- 



10 



15 



20 



25 



30 



22. Verwendung nach Anspruch 21, 

daS die cytotoxische Gruppe ausgewahlt wird aus radioaktiven 
Gruppen, Toxinen und Inhibitoren. 

23. Verwendung nach einem der Anspriiche 14 bis 22, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der Antikorper ausgewahlt wird aus dem monoklonalen Antikor- 
per IIIP^O; ^Fragmenten^davon oder^Antikorpenn* und Antikorper- 
fragrnentem mit aquivalenter^Bindespezifitat^ 

24v* Rekombinante Nukleinsaure^di^funein Pdlypgp|id^mit Antikorper- 
eigejnsehaftenrkodierv umfassend - 

(a) eine CDR3-VH-Sequenz^kodierend f Or die Aminosauresequenz 
(I): 

DGSMGGFDY 
oder/und 



25. 



eine UUH-J-VL-Sequenz kodn 
(II): 

LQHWNYPYT 

Rekombinantes Polypeptide mit ;Antik©rpereifiE^s©ha%enwro-fassend: 

(a) eineXDR3-VH-Amiitiosatfiiesequem 
DGSMGGFDY 
oder/und 

(b) eine CDR-3-VL-Aminosauresequenz (II): 
LQHWNYPYT 



•; :..>::-.,,: WW: .'J&f 
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26- Rekombinantes Polypeptid nach Anspruch 25, 
dadurch gek nnzeichn t, 
daS es ein scFv-Antikorper-Fragment ist. 

27. Rekombinantes Polypeptid nach Anspruch 25 oder 26, 
dadurch gekennzeichnet, 

dad es ein humanisiertes Antikorperfragment ist. 



28. 

10 



Rekombinantes Polypeptid nach einem der Anspruche 25 bis 27, 

dadurch gekennzeichnet, 

daS es an eine Effektorgruppe gekoppelt ist. 



Abbildung 8 
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Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren und einen Reagenzienkit zum Nachweis 
von Zellen in einer biologischen Probe unter Verwendung einer Dop- 
pelfluoreszenztechnik sowie den diagnostiscnen und therapeutischen Einsaiz 
Aminosauresequenz-spezifischer Antikorper gegen den Urokinaserezeptor 
mit hoher Affinitat fur Tumorzell-exprimierten Rezeptor. 
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